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III. METODE PENELITIAN
3.1 Waktu dan Tempat
Penelitian ini akan di laksanakan pada bulan ................... di UPT Laboratorium Terpadu dan Sentra Inovasi Teknologi Universitas Lampung.

Sampel kulit udang segar diperoleh dari limbah pelelangan ikan Lempasing, Teluk Lampung, Bandar Lampung.
3.2  Alat dan Bahan

Peralatan yang digunakan pada penelitian ini antara lain alat-alat gelas yang biasa digunakan di laboratorium, alat gelas, pinset, neraca analitis, gunting, freezer, Mikrsokop Observer, Scanning Electron Microscope-Energy Dispersive X-Ray (SEM-EDX), Mikroskop Confokal dan FTIR Imaging.
Bahan habis pakai yang digunakan pada penelitian ini yaitu, kulit udang, agar swallow, gram, NaOH, HCl, PITC (Phenyl isothiocyanate), ketoconazol, ciprofloxacin, formalin, asam asetat glasial, alkohol, aquades, kapas, tissue, masker, sarung tangan.
3.3   Preparasi
3.3.1 Sampling Mikroorganisme
Sampel actinomycetes diperoleh dari deposit koleksi Andi Setiawan di UPT LTSIT Unila. Deposit sampel actinomycetes diperoleh dari hasil isolasi actinomycetes yang berasosiasi dengan sponge yang hidup diperairan Buleleng Bali, pada lokasi -8o 55 1231’ latitude and 114◦5669’ longitude pada kedalaman 5-20 meter.
3.3.2 Pembuatan Koloid Kitin

Kulit udang kering dihancurkan dengan menggunakan blender,ukuran ....  selanjutnya direndam selama 1,5 jam dalam NaOH 5% dengan perbandingan kulit udang dan larutan NaOH 1 : 5 (v/v). Kulit udang kemudian disaring dan dibilas hingga pH netral. Untuk pembuatan kitin kulit udang dilarutkan dalam larutan HCl 2M selama 3 jam pada suhu 70oC, disaring dan dibilas hingga pH netral. Untuk proses demineralisasi dilakukan dengan menggunakan NaOH 5% selama...... Kitin yang terbentuk berupa endapan dipisahkan dengan menggunakan sentrifuse. Hasil kitin yang diperoleh dan disimpan dalam bentuk pasta. 
3.3.3 Pembuatan Air Laut Buatan 

Garam dilarutkan dengan air sampai salinitasnya sebesar 30 ppt.
3.3.4 Pembuatan Deposit Actinomycetes pada Media Agar

Strain unggul hasil uji antibakteri 18A13O1 dan 18D36A2 dikultur pada media koloid kitin agar yang terbuat dari agar-agar 2%, koloid kitin 1%, ketoconazole 50 mg/mL, dan ciprofloxacin 50 mg/mL(semua bahan dilarutkan dalam air laut buatan sesuai dengan prosedur 3.3.2). untuk pembuatan deposit strain  unggulan maka media agar diautoclave selama 15 menit. Setelah media dingin dilakukan penggoresan kultur unggulan menggunakan ose.
3.3.5 Pembuatan Inokulum

Dari prosedur 3.3.3 yang sudah 7-14 hari diambil 1x1 cm hasil kultur kemudian dipindahkan ke dalam media koloid kitin cair yang terbuat dari 2 % koloid kitin (prosedur 3.3.1) dalam 5 ml air laut buatan.
3.3.6 Pembuatan Sampel Kulit Udang
Sampel kulit udang yang di peroleh dari TPI dicuci dengan air sebanyak 3 kali. Sampel yang sudah bersih di keringkan dengan menggunakan oven pada temperatur 40oC selama 3 hari (sampai kering). Untuk pembuatan media kulit udang, sampel yang sudah kering dipotong dengan ukuran 0,5 x 0,5 cm sebanyak 1,5 gram dan dilakukan proses sterilisasi menggunakan autoclave selama 20 menit.
3.4 Percobaan Inokulasi Actinomycetes 

Percobaan inokulasi actinomycetes dilakukan dengan dua cara yaitu teknik inokulasi padat pada kulit udang (prosedur 3.3.5)  dan teknik inokulasi pada media agar (prosedur 3.3.3).
3.4.1 Inokulasi Actinomycetes pada Media Agar
Untuk percobaan inokulasi actinomycetes pada media agar (prosedur 3.3.3) ,

strain unggul 18A13O1 dan 18D36A2 dikulturkan dengan menggunkan ose. Pengamatan pertumbuhan kultur dilakukan setiap 5 hari selama 20-50 hari. 
3.4.2 Inokulasi Actinomycetes pada Kulit Udang
Untuk percobaan inokulasi actinomycetes pada kulit udang (prosedur 3.3.5) dengan cara mencelupkan  sampel ke dalam inokulum(prosedur 3.3.4) dan dimasukkan kedalam vial ukuran....... (duplo).  Pengamatan pertumbuhan kultur dilakukan setiap 5 hari selama 20-50 hari. 
3.5 Percobaan
Untuk pengamatan pertumbuhan actinomycetes diamati dengan menggunakan Mikroskop Observer dan SEM-EDX sebagai berikut:
3.5.1 Uji Perkembangan Actinomycetes dengan Mikroskop Observer
Pengamatan dengan menggunakan mikroskop observer pertumbuhan actinomycetes yang terbaik maka dilakukan dengan mengubah jenis filter, white balance, exposure dan titik fokus pada setiap pengamatan (prosedur 3.3.3). hasil terbaik dari perlakuan tersebut diukur lingkaran Zona Bening dan konsentrasi glukosamin yang terbentuk dengan metode HPLC.
3.5.2 Uji Perkembangan Actinomycetes dengan SEM-EDX
Pengamatan pertumbuhan actinomycetes pada kulit udang dan media agar dengan menggunakan Scanning Electron Microscope EVO MA 10 pada energi 20 kV. Untuk hasil pengamatan terbaik dilakukan dengan variabel ketepatan pemasangan filament dan perubahan focus woble dan gun aligment pada setiap pengamatan (prosedur 3.4.1 dan 3.4.2). 
Untuk preparasi pengamatan prosedur 3.4.1 dilakukan dengan teknik fresh, dimana sampel dipotong dengan hati-hati dan perlahan untuk menjamin permukaan potongan yang rapi dan bersih dengan ukuran 0,5x0,5 cm menggunakan pisau mikrotome SLEE Disposible Blades. Kemudian pada permukaan bagian bawah diiris setipis mungkin kira-kira sampai 0,1 cm. Sebelum proses pengamatan maka sampel tersebut diletakkan pada stub yang sudah direkati dengan carbon tip, dan selanjutnya dilakukan coating dengan menggunakan gold. 
Untuk preparasi pengamatan prosedur 3.4.2, sampel diambil dengan menggunakan pinset. Sebelum proses pengamatan maka sampel tersebut diletakkan pada stub yang sudah direkati dengan carbon tip, dan selanjutnya dilakukan coating dengan menggunakan gold. 
3.6 Uji Perkembangan Actinomycetes dengan Mikroskop Confokal
Pengamatan pertumbuhan actinomycetes pada kulit udang dan media agar dengan menggunakan Mikroskop Confokal. Untuk hasil terbaik, dilakukan preparasi dengan metode mikroskopi. Hari pertama sampel difiksasi dengan menggunakan larutan FAA selama 24 jam, kemudian hari kedua dilakukan pencucian dan pewarnaan selama 24 jam. Hari ketiga dilakukan dehidrasi selama 24 jam. Hari keempat dilakukan dealkoholisasi dan setelah proses selesai sampel ditaruh di kaca preparat.
3.7 Uji Perkembangan Actinomycetes dengan FTIR-IMAGING

............................
3.8 Analisis Filogenesis
Penelitian ini dilakukan di UPT Laboratorium Terpadu Sentra Inovasi dan Teknologi (LTSIT) , Universitas Lampung dan secara umum dapat digambarkan bahwa peralatan UPT LTSIT sangat memadai diantaranya adalah Observer Microscope, Scanning Electron Microscope, Freeze Drayer, PCR yang dapat digunakan dengan baik serta peralatan peralatan yang dapat menunjang untuk mencapai keberhasil penelitian ini. sedangkan untuk uji antikanker dan uji antidormant mycobacterium akan dilakukan di Osaka University.

